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第 1 章 序論 
 
1-1 ミトコンドリア 
 ミトコンドリアは真核細胞に存在する細胞内小器官の一つである。ミトコンドリアは内膜と
外膜からなる二重膜構造を有しており、内膜と外膜の間は膜間領域、内膜の内側の領域はマ
トリクスと呼ばれている (Fig.1-1)。ミトコンドリアの主要な役割は酸化的リン酸化や
tricarboxylic acid (TCA)回路、脂肪酸のβ-酸化等のエネルギー代謝を行うことであり、マト
リクスにおいて行われている。このことから、エネルギー代謝に必要な基質や代謝産物は内
膜と外膜を通過してマトリクスと細胞質間を輸送される必要がある。このうち、内膜は
ADP/ATP carrier (AAC)や phosphate carrier (PiC)  等に代表される solute carrier family 
(SLC25) というタンパク質群により物質の輸送が厳密に制御されており、物質の透過性が極
めて低く保たれている［1］。一方、外膜は物質の透過性が高く、分子量 6000 以下の物質を
非選択的に透過させることができる。この透過性に寄与するタンパク質として
voltage-dependent anion channel (VDAC)が知られている［2,3］。 
 
 
Fig.1-1 ミトコンドリア 
 ATP産生に伴う物質の流れの一部を示している。 AAC：ADP/ATP carrier，PiC：phosphate carrier
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1-2 Voltage-dependent anion channel (VDAC) 
 VDACはミトコンドリアの外膜に存在する約 30 kDaのチャネルタンパク質の一つである。
この VDAC は近年、X 線結晶解析や NMR を用いて明らかにされた構造から 1 つの α-へリ
ックスと 19 のβ-シートからなるβ-バレル構造を形成していることが示された(Fig.1-2)
［4,5］。また、リポソームや脂質二重膜への再構成を行った実験から、VDACは分子量約 6000
以下の物質を非選択的に透過させることができることも報告されている［6,7］。このことに
より、エネルギー代謝に必要な基質を細胞質から膜間領域へ、代謝産物を膜間領域から細胞
質へ輸送することができ、VDACはミトコンドリアで効率よくエネルギー代謝を行う上で重
要なタンパク質である。このこと以外にも、VDACは解糖系の律速酵素であるヘキソキナー
ゼやグリセロールキナーゼと結合し、エネルギー代謝の制御を行っていること［8,9］やアポ
トーシスの制御機構に関与していること［10］も報告されている。また、VDACは酵母から
ヒトまで幅広く保存されていることが知られており［7,11-15］、哺乳類においては 3 種類の
アイソフォーム(VDAC1、VDAC2、VDAC3)が同定されている［12-15］。これらに加えて、
偽遺伝子と呼ばれる、これらのアイソフォームと類似した塩基配列を有する配列がゲノム上
に存在することも知られている［14,16,17］。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Fig.1-2 ヒト VDAC1の結晶解析 
 VDAC は 1 つの-へリックスとの-シートからなるバレル構造を有しており、中央の孔を介して物質を透過さ
せていると考えられている。文献より引用。 
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1-3 偽遺伝子 
偽遺伝子とは機能遺伝子の塩基配列と類似しているが、機能を有していないと考えられてい
る DNA領域である、と定義されており、1977 年に Jacqらによって初めて用いられた［18］。
すなわち、偽遺伝子とはプロモーター領域の変異により転写できなくなったり、ORFの途中
において終止コドンへの置換やフレームシフトなどの変異が生じることにより機能性タンパ
ク質へと翻訳できなくなったと考えられる DNA領域のことである。偽遺伝子は、1977 年に
アフリカツメガエルのゲノムに 5S rRNA の偽遺伝子が存在すること［18］、1980 年にはマ
ウスやヒトなどの哺乳類においても-globinや-globinの偽遺伝子が存在すること［19-22］
が報告されて以来、今日までに数多く報告されている。さらに、これらの中には転写される
偽遺伝子も存在することが報告されており、多様な組織分布を示すことが知られている
［23-26］。近年では、ゲノムの解読［27-30］とコンピュータ解析の発達に伴い、ホモロジ
ー検索を用いて偽遺伝子の位置と数が推定されるようになった。偽遺伝子は細菌から植物、
哺乳類に至るまで多数の種において発見されており、一般に高等な生物ほど多く存在し、ヒ
トにおいては 23,000～33,000個の偽遺伝子が存在すると推定されている［31,32］。 
 また、偽遺伝子はその形成過程によりノンプロセス型偽遺伝子とプロセス型偽遺伝子の 2
種類に大別される［33-35］(Fig.1-3)。前者は機能遺伝子の重複後、変異が蓄積することによ
り生じた偽遺伝子であり、エクソン／イントロン構造が保存されているものが多い。一般に、
前者の 偽遺伝子は遺伝子ファミリーを形成する遺伝子に多く見られる傾向がある。一方、後
者は転写された mRNA がレトロトランスポゾンにより逆転写され、その逆転写産物がゲノ
ム DNA への挿入された後、変異が蓄積された偽遺伝子である。この偽遺伝子の構造上の特
徴として元の遺伝子のエクソン同士が結合した構造、場合によってはポリ(A)鎖やレトロトラ
ンスポゾン由来の配列［36］、を有している。一般に、後者の偽遺伝子は生殖細胞において
発現量の多い遺伝子ほど偽遺伝子の数が多いと言われている。このように、これまで偽遺伝
子は進化の過程において生じた副産物として考えられており、木村資生が提唱した中立説
［37］の証明［38,39］など分子系統学の分野において重要な役割を果たした。一方、これ
を除く他の分野では偽遺伝子は機能遺伝子と類似していることから、遺伝子解析に支障をき
たす厄介者として扱われていた。 
 このように、偽遺伝子は様々な種に多数存在し、分子系統学においては重要な役割を果た
してきたが、生理的機能という観点からはあまり注目されていなかった。しかしながら、1990
年代後半から Mkrn1の偽遺伝子から転写された RNAが、機能遺伝子の mRNAと相補的に
結合して翻訳を抑制していること［40］、PTEN1 の偽遺伝子から転写された RNAが PTEN1
の mRNAの分解を競合的に阻害していること［41-43］や偽遺伝子由来の small interfering 
RNA (siRNA)が RNA interference (RNAi) に関与していること［44,45］などが報告され、
機能を有する偽遺伝子の存在が示された。これらのような報告を受け、偽遺伝子は、近年、
注目を集めている non-coding RNA (ncRNA)の一種であるとも考えられるようになり、偽遺
伝子の生理的意義が見直されつつある。 
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Fig.1-3 偽遺伝子の形成過程 
 左側はノンプロセス型偽遺伝子、右側はプロセス型偽遺伝子の形成過程を示す。 
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1-4 目的 
 VDAC は当研究室において古くから解析を行っているタンパク質の一つであり、この
VDACのアイソフォームについてラットから単離した total RNAを用いて転写解析を行った
過程において VDAC1と類似した cDNA断片が得られた(Ishida et al. 未発表。この結果は
Wilson JE ら［15］に私信として引用されている。)。この cDNA断片の塩基配列を解析し
たところ、途中に変異が生じており、機能性タンパク質をコードしていないと考えられた。
このことから、この cDNA断片は VDAC1 の偽遺伝子由来の cDNA断片であり、転写されて
いる可能性が示唆された。前項で述べたように、偽遺伝子は機能遺伝子の塩基配列と類似し
た塩基配列を有しているが、機能を有していないと考えられている DNA 領域である、と定
義されている。これまで偽遺伝子は機能を有しておらず、進化の過程において生じた副産物
として考えられてきた。しかしながら、近年、このような偽遺伝子にも機能を有する偽遺伝
子が存在することが報告され、その偽遺伝子の生理的意義が見直されつつある。そこで、当
研究室においても VDAC1 の偽遺伝子が存在することを示唆する知見が得られていることか
ら、VDAC1 の偽遺伝子について解析を試みたが、当時、十分な解析を行うことができなか
った。しかしながら、2004年までにヒト、マウス、ラットのゲノムが次々と解読されたこと
［30］から、VDAC1 の偽遺伝子を推定することが可能となった。また、これまでに哺乳類
のゲノムに VDAC1の偽遺伝子が存在することを示す論文は発表されているが、その構造特
性や存在様式に関する論文は発表されていない。そこで、公表された哺乳類のゲノム DNA
の配列に基づいてどのような VDAC1の偽遺伝子がゲノム上に存在するのか、またそれらの
うち転写されている偽遺伝子が存在するのかを明らかにすることを目的として以下の解析を
行った。2 章では哺乳類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での存在様式について、3 章では
VDAC1 の偽遺伝子の転写解析を行った結果について記した。4 章では本研究で得られた結
果を総括し、VDAC1の偽遺伝子の意義について考察する。 
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第 2 章 VDAC1 の偽遺伝子の存在様式 
 
2-1 緒言 
 前述したように、偽遺伝子とは機能遺伝子と類似した塩基配列を有するが、機能を有して
いないと考えられている DNA 領域であると定義されており、これまで遺伝子解析に支障を
きたす厄介者として扱われてきた。しかしながら、近年、遺伝子の残骸や化石のように見え
る偽遺伝子の中には転写され、機能を有している偽遺伝子も存在していることが報告された。
このような報告を受け、偽遺伝子はその生理的意義が見直されつつある。また、当研究室に
おいてもラットのVDACについて転写解析を行った過程においてVDAC1の偽遺伝子が存在
することを示唆する知見が得られていたが、当時、この偽遺伝子について十分な解析を行う
ことができなかった。しかしながら、2004 年までにヒト、マウス、ラットのゲノムが次々と
解読されたことから、VDAC1 の偽遺伝子について体系的に解析を行うことが可能であると
考えられた。また、これまでに哺乳類のゲノムに VDAC1の偽遺伝子が存在することを示す
論文は発表されているが、その構造特性や存在様式に関する論文は発表されていない。そこ
で、著者はラット、マウス、ヒトのゲノムデータベースから VDAC1 の偽遺伝子を網羅的に
探索し、どのような VDAC1の偽遺伝子がゲノム上に存在するのか解析することにした。 
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2-2 結果 
2-2-1 VDAC1の偽遺伝子の探索 
 まず、VDAC1と類似した塩基配列を得るため、Zhangらの方法［1,2］に基づいて National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) の Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST、http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) を用いてホモロジー検索を行った後、得られ
た配列と VDAC1 のアミノ酸配列と比較した。すなわち、まず 2011 年 2 月の情報を元にし
たラットのゲノムデータベース、2013年 4月の情報を元にしたマウス、ヒトのゲノムデータ
ベースに対してホモロジー検索を行った。その結果、それぞれ 78、59、77 種類の配列が得
られた。次に、これらの配列がゲノム上のどこに存在しているのかを特定した結果、ラット
の 78 種類の配列はゲノム上では 34 か所に、マウスの 59 種類の配列は 27 か所に、ヒトの
77 種類の配列は 26 か所に由来することが明らかとなった。続いて、これらの配列をそれぞ
れのVDAC1,2,3と比較し、VDAC1と最も類似していた配列の選択および本物のVDAC1,2,3
の除外を行った結果、ラットでは 20 種類、マウスでは 17 種類、ヒトでは 14 種類の配列が
得られた。さらに、これらの配列をアミノ酸に変換した後、VDAC1のアミノ酸配列(ラット
は NP_112643、マウスは NP_035824、ヒトは NP_003365)と比較し、11アミノ酸以上連続
して一致していた配列を選択した結果、ラットでは 16種類、マウスでは 15種類、ヒトでは
13 種類の配列が得られ、これらを VDAC1の偽遺伝子とした。また、残りのラットの 4種類、
マウスの 2種類、ヒトの 1種類の配列を VDAC1の偽遺伝子候補とした(Table 2-1)。得られ
た配列はいずれも途中に終止コドンへの置換やフレームシフトが生じており、VDAC１と類
似した機能を有するタンパク質をコードしていないことが示唆されたので、これらの配列を
いずれもプロセス型の偽遺伝子であると考えられる。 
 
 
Table 2-1 哺乳類の VDAC1の偽遺伝子の探索を行った結果 
species Rat Mouse Human 
total BLAST hits 34 27 26 
BLAST hits indicating 
genuine genes of VDAC1,2,3 3 3 3 
sequences more similar to VDAC2 or 3 than to VDAC1 9 7 8 
sequences showing poor structure similarity with VDAC1 2 0 1 
pseudogenes of VDAC1 16 15 13 
possible pseudogene candidates of VDAC1 4 2 1 
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2-2-2 ラットの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 まず、ラットについて得られた偽遺伝子がどの染色体に存在しているのかを確認したとこ
ろ、2 番染色体に 4 種類の偽遺伝子が存在し、特に LOC365821 と LOC365825 は比較的近
傍に存在していたが、残りの偽遺伝子はゲノム全体に広く分布していた。また、ゲノム上で
の向きについて確認したところ RGD1566161 は一部の領域が反転している奇妙な構造をし
ていることが確認された。残りの偽遺伝子はセンス鎖、アンチセンス鎖に関係なく存在して
いた(Table2-2)。 
 次に、本研究で得られた偽遺伝子がどのように形成されたのかを確認するため、VDAC1
の偽遺伝子 (Fig.2-1)と VDAC1 (Fig.2-2)の塩基配列を比較した。その結果、RGD1565338
は VDAC1 の mRNA の全長の配列が分断されることなく、保存されていた。このことから
RGD1565338 が VDAC1の mRNAが逆転写された後、そのまま再びゲノムに挿入されて生
じたプロセス型偽遺伝子であることが強く示唆された。残りの偽遺伝子は VDAC1 と類似し
ている領域の間に VDAC1 と関連性の低い領域が存在していたり、一部の領域が欠損してい
たりする構造を有していた。これらについて注意深く観察すると、大きく 4つのパターンに
分類された。まず、1つ目のパターンは VDAC1 の mRNAの全長が高度に保存されている構
造を有しており、このパターンを“semi-complete”として分類した。このパターンは VDAC1 
(1818 bp)の全長の 95%以上が保存されており、VDAC1との関連性の低い領域の挿入が 2か
所以下であるという特徴を有していた。このパターンには LOC365635、LOC365821、
LOC365825、LOC363956、LOC688754、LOC689430 の 7 種類の偽遺伝子が含まれていた。
次に、2 つ目のパターンは一部の領域が大きく欠損している構造を有しており、”markedly 
lacking”と分類した。このパターンの特徴は VDAC1 の全長が 80%未満しか保存されていな
いことであり、このパターンには LOC680901、RGD1562882、LOC679923 が含まれてい
た。続いて、3 つ目のパターンは類似性の低い領域の挿入や塩基の置換などの変異が多数蓄
積している複雑な構造を有しており、 ”markedly split”とした。このパターンには
LOC689527、LOC502027、LOC699752、LOC364772、LOC367953 の 5 種類があった。
最後に、4 つ目のパターンは前述したように一部の領域が反転している奇妙な構造を有して
いるパターンであり、“scrambled”とした。このパターンは RGD1566161 のみであった。こ
のように、VDAC1 の偽遺伝子は多彩な構造を有していることが明らかとなった。また、こ
れらの 15 種類の偽遺伝子がどのように形成されたのか確認するため、VDAC1 のエクソン-
イントロン構造が保存されているのかを確認した。その結果、偽遺伝子に関連性の低い配列
が挿入されている位置や欠損している位置(Fig.2-1)と VDAC1 のエクソン-イントロン構造
(Fig.2-2)と関連性がなく、関連性の低い領域もイントロンの配列とは異なっていたことから、
エクソン-イントロン構造は保存されていないと考えられ、VDAC1の偽遺伝子はいずれもプ
ロセス型偽遺伝子であることが示唆された。 
 続いて、偽遺伝子のプロモーターが存在するのかを確認するため、Genomatix 社の
PromoterInspector を用いて偽遺伝子の近傍にプロモーターとなる可能性がある領域を探索
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した。その結果、VDAC1についてはプロモーターの存在が示唆されたが、VDAC1の偽遺伝
子についてはいずれもプロモーター領域を見出すことはできなかった。 
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Table2-2 ラットの VDAC1の偽遺伝子 
 
16 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 4 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が
VDAC1 の偽遺伝子、下側が VDAC1 の偽遺伝子候補を示す。 
a)ゲノム上での向きを示す。データベースに登録されている配列のセンス鎖の場合は+、アンチセンス鎖の場
合は-と表記した。+/-は一部の領域にアンチセンス鎖の配列が存在することを示す 
b)VDAC1 の偽遺伝子を complete、semi-complete、markedly lacking、markedly split、scrambled の 5 種
類のパターンに分類した。詳細は本文 2-2-2 の項参照。 
c)VDAC1 の偽遺伝子は関連性の低い領域によりいくつかの領域に分かれているものがある（Fig.2-1）。この
値はその領域がいくつに分かれたのかを示す。VDAC1、VDAC2、VDAC3 についてはエクソンの数を示す。 
d) VDAC1 (NM_031353)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 
e)VDAC1 の偽遺伝子が VDAC1 の ORF と類似している領域の同一性を示す。 
f) VDAC1 (NM_031353)の ORF がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の ORF に対する割合を示す。 
  
Gene name Chromosome Stranda) 
classfication by structual features 
 
ORF 
classb) Splitc) Lengthd) 
 
identitye) lengthf) 
LOC365635 2q11 + semi 3 95.9 
 
91.6 98.9 
LOC365821 2q32 + semi 3 97.2 
 
91.7 100 
LOC365825 2q32 - semi 3 96.8 
 
93.9 100 
LOC689527 2q45 + split 7 93.3 
 
92.2 97.2 
LOC680901 5q32 + lacking 2 57.0 
 
89.0 99.9 
RGD1565338 6q24 + complete 1 100 
 
96.5 100 
RGD1566161 7q13 +/- scrambled 3 80.2 
 
94.7 66.2 
RGD1562882 8q13 + lacking 4 20.7 
 
82.4 26.1 
Vdac1 10q22 + 
 
9 
  
100 100 
LOC679923 11p12 + lacking 2 78.8 
 
97.8 62.7 
LOC363956 13p12 - semi 3 99.0 
 
94.4 100 
LOC502027 15q21 - split 6 74.1 
 
87.0 90.0 
LOC688752 16q12.1 - split 4 88.7 
 
83.6 89.9 
LOC364772 17q12.3 - split 5 92.2 
 
87.2 96.7 
LOC688754 18q12.1 - semi 2 98.7 
 
99.3 100 
LOC367953 Xq36 - split 4 94.0 
 
88.8 100 
LOC689430 Xq37 - semi 5 99.0 
 
97.3 100 
BLAST hit R24 2q24 - 
 
5 35.0 
   
BLAST hit R13 2q45 + 
 
7 55.2 
   
BLAST hit R33 3q23 - 
 
6 40.4 
   
BLAST hit R25 19q11 - 
 
6 22.2 
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Fig.2-2 ラットの VDAC1のエクソン/イントロン構造 
 ゲノム上での VDAC1 の構造を示す。白いボックスはエクソン、バーはイントロンを示す。上の数字は VDAC1 の
mRNA(NM_031353)に対応する位置を示す。なお、NM_031353に登録されている 1805番目から 1818番目の配
列は転写後に付加されるポリ(A)鎖である。 
Fig.2-1 VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_031353)の塩基配列の位置を示している。RGD1566161 に
おいて示している矢印はその領域が反転して存在することを示す。赤線(実線、点線両方とも含む)は偽遺伝子から
タンパク質が発現している場合、50 アミノ酸残基以上のタンパク質をコードする可能性のある領域を示しており、右
側にその長さを記した。実線は VDAC1 (NP_112643)と類似していることを、点線は VDAC1 と類似していない領域
を示している。赤線の下の英数字は VDAC1と類似している領域の両端のアミノ酸を示している。たとえば、1Mは 1
番目の M (Methionine)と一致していることを、T175M は 175 番目の T (Threonine) に相当するアミノ酸が M 
(Methionine)に変異していることを示している。なお、Xは終止コドンを表している。 
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2-2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 まず、マウスの VDAC1 の偽遺伝子の染色体上の位置を確認したところ、Gm16479、
Gm5379、Gm16480 の 3 種類の偽遺伝子は X 染色体上で極めて隣接して存在していたもの
の、残りの偽遺伝子はラットと同様、ゲノム全体に広く分布していることが確認された。ま
た、機能している遺伝子のイントロンに存在する偽遺伝子も存在していた。次に、VDAC1
の偽遺伝子と VDAC1 の配列を比較し、VDAC1 の構造を確認したところ、マウスの場合、
ラットの項で分類した completeあるいは semi-completeに分類される偽遺伝子は存在せず、
多数に分断されていることが明らかとなった。また、この項の前半で述べた、X 染色体上の
偽遺伝子は極めて構造が類似しており、さらに、これらの偽遺伝子の間では 5’フランキング
領域および 3’フランキング領域も保存されていた。これらの類似性を比較したところ、
Gm5379 と Gm16480が最も類似していた。すなわち、これらの偽遺伝子はレトロトランス
ポゾンによりゲノム DNAに組込まれた後、重複により Gm5379と Gm16480の起源となる
偽遺伝子と Gm16479 に分岐し、その後さらに Gm5379と Gm16480が重複により分岐した
と考えられる。 
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Table2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子 
Gene name Chromosome Stranda) Splitb) Lengthc) 
Gm7910 1B + 3 79.8 
Gm16102 1C1.1 + 6 83.4 
Gm13360 2A3 - 5 96.4 
Gm13758 2E1 + 6 87.1 
Gm2988 3H4 - 12 51.2 
BLAST hit M24 5G2 - 4 54.0 
Gm8459 6F1 - 5 80.4 
Gm6008 7F1 - 3 72.3 
Gm7506 8A1.1 - 6 87.3 
Gm7319 8A4 + 4 85.3 
Gm17072 8C2 + 8 55.1 
Vdac1 11B1.3 + 9 
 
Gm16479 XA1.1 + 5 53.4 
Gm5379 XA1.1 - 4 44.5 
Gm16480 XA1.1 - 4 44.5 
Gm15132 XF3 + 5 80.1 
Gm13655 2C3 - 8 39.6 
Gm18656 9A4 + 5 19.5 
 
15 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 2 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が
VDAC1 の偽遺伝子、下側が VDAC1 の偽遺伝子候補を示す。 
a)ゲノム上での向きを示す。データベースに登録されている配列のセンス鎖の場合は+、アンチセンス鎖の場
合は-と表記した。 
b)VDAC1 の偽遺伝子は関連性の低い領域によりいくつかの領域に分かれているものがある（Fig.2-3）。この
値はその領域がいくつに分かれたのかを示す。VDAC1 についてはエクソンの数を示す。 
c) VDAC1 (NM_011694)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 
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  Fig.2-3 マウスの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_011694)の塩基配列の位置を示している。 
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Fig.2-4 マウスの VDAC1のエクソン/イントロン構造 
 ゲノム上での VDAC1 の構造を示す。白いボックスはエクソン、バーはイントロンを示す。上の数字は VDAC1 の
mRNA(NM_011694)に対応する位置を示す。 
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2-2-4 ヒトの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 ヒトについて VDAC1 の偽遺伝子の探索を行ったところ、13 種類同定することができた。
そのうち、12種類についてはこれまでに VDAC1P1~VDAC1P12 として報告されていた。そ
して、残りの偽遺伝子を本研究では VDAC1P13 として扱うことにした。次に、染色体上の
位置を確認したところ、ヒトの場合もラット、マウスと同様にゲノム全体に分布しており、
機能している遺伝子のイントロンに存在する偽遺伝子も存在することが明らかとなった。続
いて、これらの VDAC1の偽遺伝子の構造を確認したところ、ヒトの場合、構造を保持して
いる偽遺伝子が多数見受けられ、8 種類の偽遺伝子は構造が完全に保存されていた。しかし
ながら、いずれの偽遺伝子も点変異や数塩基の欠損や挿入によるフレームシフト変異により
VDAC1 と類似したタンパク質を発現することはできないと考えられる。また、ヒトの
VDAC1 の偽遺伝子の特徴としていずれの偽遺伝子も VDAC1 の 5’側の約 240 塩基に相当す
る領域が欠損している構造をしていた。 
 
Table2-4 ヒトの VDAC1の偽遺伝子 
Gene name Chromosome Strand Split Length 
VDAC1P9 1q23 - 6 55.4 
VDAC1P4 1q24-q25 + 3 85.9 
VDAC1P10 1q41 + 3 82.1 
LOC100420568 2p21 - 3 69.6 
VDAC1P7 3p12 - 1 86.1 
VDAC1 5q31 - 9 
 
VDAC1P8 6q24 + 1 87.8 
VDAC1P11 9q22 - 2 86.3 
VDAC1P5 12q13 - 1 86.4 
VDAC1P12 13q12 - 4 84.9 
VDAC1P2 Xp11 - 1 86.9 
VDAC1P1 Xq21 + 1 86.6 
VDAC1P3 Xq21 - 1 85.6 
VDAC1P6 Yp11 - 1 86.4 
LOC644169 11p15 - 5 83.4 
 
15 種類の VDAC1 の偽遺伝子および 2 種類の偽遺伝子候補を染色体上の位置の順に記した。破線より上側が
VDAC1 の偽遺伝子、下側が VDAC1 の偽遺伝子候補を示す。 
a)ゲノム上での向きを示す。データベースに登録されている配列のセンス鎖の場合は+、アンチセンス鎖の場
合は-と表記した。 
b)VDAC1 の偽遺伝子は関連性の低い領域によりいくつかの領域に分かれているものがある（Fig.2-5）。この
値はその領域がいくつに分かれたのかを示す。VDAC1 についてはエクソンの数を示す。 
c) VDAC1 (NM_003374)の全長がそれぞれの VDAC1 の偽遺伝子に対して類似している長さを求めた。値は
VDAC1 の全長に対する割合を示す。 
- 25 - 
 
 
  
- 26 - 
 
 
  
Fig.2-5 ヒトの VDAC1の偽遺伝子の構造解析 
 16 種類の VDAC1 の偽遺伝子のゲノム上での構造を模式的に示している。ボックス(    )は VDAC1 との同一
性が 80%以上の領域を示しており、さらに ORFと類似している領域については斜線(    )で示している。ボックス
の上の数字はその領域と類似している VDAC1 (NM_003374)の塩基配列の位置を示している。 
Fig.2-6 ヒトの VDAC1のエクソン-イントロン構造 
 ゲノム上での VDAC1 の構造を示す。白いボックスはエクソン、バーはイントロンを示す。上の数字は VDAC1 の
mRNA(NM_003374)に対応する位置を示す 
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2-2-5 VDAC1の偽遺伝子の種間比較 
 本研究で得られた VDAC1 の偽遺伝子がいつ生じたのか確認するため、ラット、マウス、
ヒトの VDAC1の偽遺伝子および偽遺伝子候補の syntenic 解析を行った。すなわち、VDAC1
の偽遺伝子および偽遺伝子候補配列周辺にどのような遺伝子が存在するのか確認し、それぞ
れの配列間で比較した。その結果、ヒトとマウスあるいはラットとの間で保存されている配
列は存在しなかった。一方、ラットとマウスの間では、ラットの BLAST hit R13とマウス
の Gm2988、ラットの BLAST hit R25 とマウスの Gm17072、マウスの Gm18656 と
RGD1562882 の 3 種類の組み合わせで syntenic な関係であることが明らかとなった。この
ことから、偽遺伝子候補であった BLAST hit R13、BLAST hit R25、Gm18656 も VDAC1
の偽遺伝子であると言える。また、これらの配列はラットとマウスの種分岐前にすでに形成
されていることが示唆された。 
 
  
a) 
b) 
c) 
Fig.2-7 VDAC1の偽遺伝子の syntenic解析 
 a)ラットの BLAST hit R13 とマウスの Gm2988、b)ラットの BLAST hit R25 とマウスの Gm17072、c)マウスの
Gm18656 と RGD1562882の 3種類の組み合わせは syntenicな関係である 
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2-3 考察 
 偽遺伝子は機能を有していない DNA 領域であると考えられてきたが、近年、機能を有す
る偽遺伝子の存在が報告された。また、当研究室において多くの知見が得られているタンパ
ク質の一つである VDAC1 にも偽遺伝子の存在を示唆する知見が得られていた。そこで、本
研究では VDAC1の偽遺伝子について詳細な解析を行った。 
 まず、ゲノムデータベースに対して VDAC1 と類似した配列を探索した結果、ラットでは
16 種類、マウスでは 15 種類、ヒトでは 13 種類の VDAC1 の偽遺伝子が得られた。また、
ラットでは 4種類、マウスでは 2種類、ヒトでは 1種類の VDAC1の偽遺伝子候補が得られ
た。得られた配列のゲノム上での位置を確認したところ、いずれの種においてもゲノム全体
に分布していることが明らかとなり、中には機能している遺伝子のイントロンに存在してい
る VDAC1 の偽遺伝子も存在していることが明らかとなった。これらの塩基配列を確認した
ところ、いずれも途中に終止コドンへの置換やフレームシフトが生じ、機能性タンパク質を
コードしていないと考えられる。次に、これらの偽遺伝子の構造を解析した結果、いずれも
mRNAがレトロトランスポゾンにより逆転写された後、再びゲノムに挿入されたと考えられ
るプロセス型偽遺伝子であることが強く示唆された。特に、ラットでは RGD1566161 は一
部の領域が反転しているという奇異な構造を有していた。このことは、レトロトランスポゾ
ンによるゲノムへの挿入時の反転［3］や挿入後の相同組換えによる逆位が生じたことが原
因であると考えられ、このような事例は他にも報告されている［1,4］。マウスでは偽遺伝子
が形成された後、重複により倍加していることが確認された[1,4]。一般に、同一染色体での
重複は 10-5~10-6/gene/generationであるという報告[5]があるが、本研究においてこれらがい
つ生じたのかについて言及することは困難である。続いて、これらの VDAC1 の偽遺伝子の
構造を確認したところ、ヒトの場合、構造を保持している偽遺伝子が多数見受けられ、8 種
類の偽遺伝子は構造が完全に保存されていた。しかしながら、いずれの偽遺伝子も点変異や
数塩基の欠損や挿入によるフレームシフト変異により VDAC1 と類似したタンパク質を発現
することはできないと考えられる。また、ヒトの VDAC1の偽遺伝子の特徴としていずれの
偽遺伝子も VDAC1の 5’側の約 240塩基に相当する領域が欠損している構造をしていた。一
般にプロセス型偽遺伝子では 5’側および 3’側の末端の一部が欠損している構造が認められる
ことがある。これは偽遺伝子の生成過程において逆転写前に mRNA が分解を受けたためと
考えられている。しかしながら、ヒトの VDAC1の偽遺伝子の場合、共通して約 240 塩基欠
損しているという特異な構造を示している。このことについて明確な解答は得られていない
が、VDAC1の 1番目のエクソンが 239塩基であるので、ゲノムに組込まれるまでに 1 番目
のエクソンが何らかの原因により分解あるいはスプライシングされやすい状況であったのか
もしれない。 
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2-4 実験方法 
2-4-1 ソフトウェア 
･ 遺伝子情報処理ソフトウェア： GENETYX-SV/RC［ver.10.0.3］ (GENETYX) 
･ プロモーター解析ソフト： PromoterInspector (Genomatix) 
 
2-4-2 データベース解析 
 VDAC1 と類似した塩基配列を得るため、Zhang らの方法［1,2］に基づいて NCBI の
BLAST(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov)を用いてホモロジー検索を行った後、得られた
配列を VDAC1のアミノ酸配列と比較した。すなわち、2011 年 2月の情報を元にしたラット
の、2013 年 4月の情報を元にしたマウス、ヒトの「Genome (reference only)」というデー
タベースに対して、「tblastn」という検索プログラムを用いて、ラットの VDAC1 のアミノ
酸配列のアクセッションナンバーである「NP_112643」を検索配列としてホモロジー検索を
行った。また、この検索時のパラメーターとして、e-value は 10-4、ワード長は 2、フィルタ
ーは Low complexity regions を用いた。このホモロジー検索により得られた配列のゲノム上
での位置を特定し、近接する配列を同一の配列とみなした。続いて、GENETYX を用いて
VDAC1、VDAC2、VDAC3の塩基配列(ラットの場合、それぞれ NM_031353、NM_031354、
NM_031355)と比較し、3種類のアイソフォームのうち、VDAC1と最も類似している配列を
選択した。さらに、GENETYX-SV/RC[ver.10.0.3](GENETYX)を用いてこれらの配列をアミ
ノ酸配列に変換した後、VDAC1のアミノ酸配列(ラットの)場合、NP_112643)と比較し、11
アミノ酸残基以上連続している配列を VDAC1 の偽遺伝子、11 アミノ酸残基未満の配列を
VDAC1の偽遺伝子候補とした。最後に、これらの配列をアミノ酸に翻訳し、VDAC1と類似
したタンパク質をコードする可能性について検討した。いずれの配列もこの可能性は極めて
低いことから、これらの配列を VDAC1 の偽遺伝子とした。マウス、ヒトの場合も同様に行
った。なお、マウスの VDAC1 のアミノ酸配列は NP_035824、ヒトの VDAC1 のアミノ酸
配列は NP_003365を用いた。 
 続いて、偽遺伝子の配列の中で同一性が 80%以上の領域を VDAC1と類似している領域と
した。この領域の長さを VDAC1 の全長の長さである 1818 で割ることにより Table2-1 の
Classification by structural features の lengthを求めた。また、類似している領域の中の
ORFと類似している領域の長さを求め、この値を VDAC1の ORFの長さである 852 で割る
ことによりORFのcoverageを求めた。identityはORFと類似している領域の配列とVDAC1
の ORFの配列を GENETYXの局所アライメントによって求めた。 
 続いて、転写されている偽遺伝子のプロモーターを予測するため、PromoterInspector を
用いて偽遺伝子の近傍にプロモーターとなる可能性がある領域の探索を行った。すなわち、
Genomatix社のホームページ(http://www.genomatix.de/)からログインし、GEMS Launcher
の PromoterInspector というプログラムを選択した。次に、偽遺伝子の配列およびその前後
1000 bp の配列を入力し、プロモーター領域の予測を行った。 
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2-4-3 syntenic 解析 
 それぞれの偽遺伝子がゲノム上のどの位置に存在するのか確認した。続いて、上流側、下
流側に存在されている遺伝子を確認し、これらの遺伝子が他の種の偽遺伝子の周辺にも存在
するのか確認した。 
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第 3 章 VDAC1 の偽遺伝子の発現解析 
 
3-1 緒言 
2章では哺乳類のVDAC1の偽遺伝子がゲノム上でどのように存在しているのか確認した。
その結果、ゲノム上では VDAC1の偽遺伝子は多用な構造をしていることが明らかとなった。
続いて、これまでの解析によりラットにおいて VDAC1の偽遺伝子が転写されていることを
示す結果が得られていることから、2章で同定した偽遺伝子のうち、転写されている VDAC1
の偽遺伝子が存在するのか確認することにした。そこで、特異度が高く、簡便かつ短時間で
行うことができる reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)を用いて明
らかにすることにした。しかしながら、本研究において、VDAC1と VDAC1の偽遺伝子は
極めて類似しているので、正確に区別できるよう実験系を構築する必要がある。そこで、偽
遺伝子を鋳型にした場合には相当する領域が増幅されるが、VDACや他の偽遺伝子を増幅し
ないプライマーを厳密に設計した。そして、これらのプライマーを用いてラットの 10 種類
の組織から単離した総 RNAに対して RT-PCRを行い、転写されている VDAC1の偽遺伝子
を明らかにすることを試みた。 
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3-2 結果 
3-2-1 RT-PCRを用いた VDAC1の偽遺伝子の発現解析 
 データベース解析で得られた VDAC1 の偽遺伝子のうち、転写されている偽遺伝子が存在
しているのかを明らかにするため、RT-PCR を用いて詳細に解析することを試みた。 
 まず、RT-PCRに用いる total RNAの調製を行った。まず、ラットから肝臓、心臓、腎臓、
回腸、脳、骨格筋、white adipose tissue (WAT) 、brown adipose tissue (BAT)、胸腺、精
巣の計 10種類の組織を摘出した。続いて、摘出した組織から total RNAを単離し、得られ
た total RNAの品質を確認するため、メチレンブルー(MB)染色を行った(Fig.3-1)。この結果、
18S rRNAと 28S rRNA由来の2本の明瞭なバンドが検出されたことから、良質の total RNA
が単離されたことが確認された。次に、少量のゲノム DNA の混入が今回の解析に支障をき
たすことが危惧されたため、DNase 処理を行い、ゲノム DNAを分解した。このようにして
得られた total RNAを RT-PCRの鋳型とした。 
 次に、VDAC1 の偽遺伝子を厳密に区別できるプライマーの設計を行った。そのため、
VDAC1 と VDAC1 の偽遺伝子の配列を比較し、比較的類似していない配列を見出した後、
その配列がプライマーの 3’側になるようにプライマーを設計した。続いて、設計したプライ
マーがそれぞれの偽遺伝子を特異的に検出できるのかを確認した。すなわち、PCRの鋳型に
ポジティブコントロールとしてラットの尾から単離したゲノム DNA 0.1 µgを、ネガティブ
コントロールとして VDAC1の全長を組込んだプラスミド(VDAC1/pUC19) 20 pg［1］を用
いた(Fig.2-4の左の 2レーン)。その結果、16 種類のうち RGD1566161 と LOC688754 を除
いて、本研究で用いたプライマーはゲノム DNA に存在する偽遺伝子を特異的に増幅し、
VDAC1 を増幅しなかった。RGD1566161 については非特異的なバンドが多数検出され、
LOC688754 については VDAC1 の配列と極めて類似していたので、特異的なプライマーを
作製することができなかった。このことから、14種類の偽遺伝子に対して作製したプライマ
ーはそれぞれの偽遺伝子を特異的に増幅することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-1 各組織から得られた total RNAの品質確認 
 各組織から単離した total RNA 5µgを 1%変性アガロースゲルにて電気泳動を行い、ニトロセルロース膜に転写し
た後、MB染色を行った結果を示す。 
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 続いて、上記のように調製した total RNA を鋳型として、それぞれの偽遺伝子を特異的に
増幅するプライマーを用いて RT-PCRを行った(Fig.3-2の右の 20レーン)。その結果、ポジ
ティブコントロールの VDAC1において、すべての組織において明瞭なバンドが検出され、
適切に実験が行われていることが示された。また、逆転写酵素を添加せず同様の操作で調製
したサンプル(-RT)において、VDAC1およびいずれの偽遺伝子についてもバンドが検出され
なかったことから、今回の解析においてゲノム DNAを鋳型とした増幅の影響はなく、検出
されたバンドは RNA由来であることが示された。そこで、14種類の偽遺伝子が転写されて
いるのかを確認したところ、LOC365821 については脳と精巣に、LOC365825 については心
臓と精巣に、LOC680901 については精巣に、RGD1565338 については脳、骨格筋、胸腺、
精巣に、RGD1562882 と LOC367953 については脳に、LOC688752 については腎臓、脳、
WAT、精巣に、それぞれ組織特異的に推定された移動度の位置にバンドが検出された。そこ
で、それぞれのバンドを切出し、pUC19に組込んだ後、塩基配列を確認したところ、いずれ
もそれぞれの偽遺伝子の塩基配列と一致した。また、LOC680901 について心臓と腎臓に、
LOC689527 において精巣に予想された移動度の位置とは異なる位置にバンドが検出された。
同様に LOC680901 において検出されたバンドの塩基配列を確認したところ、LOC680901
とは異なる塩基配列であった。一方、LOC689527 において検出されたバンドは鋳型をゲノ
ム DNAとした場合でも、精巣で検出された移動度の位置と同じであったので、詳細に検討
することを試みた。そこで、ゲノム DNAと精巣由来 cDNAを鋳型として PCRを行い、増
幅された DNA断片の塩基配列を確認したところ、データベースに登録されている配列の一
部(165 bp)が欠損していることと 2塩基が異なっていることが明らかとなった(Fig.3-3)。な
お、本研究で得られた LOC689527 の配列は DNA Data Bank of Japan(DDBJ)のデータベ
ースにアクセッションナンバーAB647358 として登録されている。 
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Fig.3-2 RT-PCRを用いた VDAC1の偽遺伝子の解析 
 RT-PCR後の反応液1 µlをアガロースゲル電気泳動に供した後、エチジウムブロマイドで染色し、可視化した結果
を示す。なお、予測された移動度の位置が真ん中になるように示している。+RT、-RTは逆転写酵素を添加したサン
プル、逆転写酵素を添加しなかったサンプルをそれぞれ示す。WAT: white adipose tissue, BAT: brown adipose 
tissue 
  
MB染色 
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15577340  ATCCAGGATG CTCTGAGGGT TGGCTGGCTG GCTACCAGAT GAATTTTGAG  
00000001  ATCCAGGATG CTCTGAGGGT TGGCTGGCTG GCTACCAGAT GAATTTTGAG  
 
15577390  ACCTCGAAGT CCCGAGTGAG CCAGAGCAAC TTCGCAGTTG GCTACAAGAC 
00000051  ACCTCGAAGT CCCGAGTGAG CCAGAGCAAC TTCGCAGTTG GCTACAAGAC 
 
15577440  TGACGAATTC CAGTTTCATA CTAAAGTGAA GGACGGGACA GAGTTTGGAG 
00000101  TGACGAATTC CAGTTTCATA CTAAAGTGAA GGACGGGACA GAGTTTGGAG 
 
15577490  GCTCCATTTA CCAGAAGGTG AACAAGAAGT TGAAGACTGT TGTCAATCTC 
00000151  GCTCCATTTA CCAGAAGGTG AACAAGAAGT TGAAGACTGT TGTCAATCTC 
 
15577540  GCCTGGACTG CAGGAAACAG TAACATTCGC TTTGGAATAG CAGCCAAATA 
00000201  GCCTGGACTG CCGGAAACAG TAACATTCGC TTTGGAATAG CAGCCAAATA 
 
15577590  TCAGGTTGAC CCTGATGCCT GCTTTTCGGC CAAAGTGAAC AACTCCAGTC 
00000251  TCAGGTTGAC CCTGATGCCT GCTTTTCGGC CAAAGTGAAC AACTCCAGTC 
 
15577640  TGACTGATTT AGGGTACACT CAGACCCTAA AACCAGGCAT CAAACCGGAC 
00000301  TGACTGATTT AGGGTACACT CAGACCCTAA AACCAGGCAT CA-------- 
 
15577690  GCTGTCAGCT CAAGCATAAA TGAATACTGT ACAATCGTTA ATTTTGAACT 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577740  ATTTTGCATC ATACTACCTT CAAGCATAAA TGAATACTGT ACAATCGTTA 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577790  ATTTTGAACT ATTTTGCATC ATACTACCTT CAGAATTTAA TGTACCTTTT 
00000342  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
15577840  AATGTTTTAT GTTGAGGATG CGAGAGCTGA TAAATACCAC GTTAGACTTC 
00000343  -------TAT GTTGAGGATG CGAGAGCTGA TAAATACCAC GTTAGACCTC 
 
15577890  CAGGCTAAGG ATGACTCAGC TTTAAGGTGT TTACTATTTC AGTGGTACAG 
00000386  CAGGCTAAGG ATGACTCAGC TTTAAGGTGT TTACTATTTC AGTGGTACAG 
 
15577940  CAGAAACCTG ACTCCAGAAA GATCCTTTTT AGCTGTAGGC ATGGATTGGT 
00000436  CAGAAACCTG ACTCCAGAAA GATCCTTTTT AGCTGTAGGC ATGGATTGGT 
 
15577990  GTGGAACCAG GCT 
00000486  GTGGAACCAG GCT 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig.3-3 本研究において得られた LOC689527の塩基配列 
 上段にデータベースに登録されている LOC689527 の一部の配列(NW_047633)、下段に本研究において得られ
た塩基配列(AB647358)を示す。黒のボックスで囲まれている部分は配列が異なっている部分を示す。 
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3-3 考察 
2 章において VDAC1 の偽遺伝子は多くの種に幅広く多様な様式で存在していることが明
らかとなった。また、これまでに VDAC1 の偽遺伝子が転写されていることを示唆する知見
も得られている。これらの偽遺伝子が転写されているのかを確認するため、10種類の組織か
ら単離した total RNA を用いて RT-PCR を行ったところ、少なくとも 8 種類の偽遺伝子は
VDAC1とは異なり、組織特異的に転写され、RNAとして存在していることが明らかとなっ
た。このように、データベース解析においてプロモーター領域を見出せなかったが、RNAと
して存在していることを示す結果が得られた原因として 2 つの可能性が考えられる。1 つ目
は PromoterInspector により予測できない未知のプロモーター領域の存在の可能性である。
2 つ目の可能性は本研究において探索を行った範囲が狭かった可能性がある。すなわち、本
研究ではゲノムデータベースに基づいて偽遺伝子を同定し、RT-PCR を用いて偽遺伝子の一
部の領域を増幅することにより RNA の存在を確認しているが、実際の転写産物はさらに上
流側のプロモーターを用いて、あるいは下流側のプロモーターを用いてアンチセンス鎖の
RNAとして転写されているのかもしれない［2,3］。また、転写されている偽遺伝子は脳や精
巣において多かったが、このような傾向になった理由は不明である。脳や生殖細胞、初期胚
においてレトロトランスポゾンの活性が高いこと［4,5］が知られているので、転写されたト
ランスポゾンがその下流に存在している偽遺伝子も同時に転写されているのかもしれない
［2,3］。 
 また、本研究では LOC689527 について RT-PCRを行った際、推定された移動度よりも低
分子側にバンドが検出されるという結果が得られた。そこで、増幅された DNA 断片の塩基
配列を確認したところ、一部の領域が欠損していることが明らかとなった。この原因として
2 つの可能性が考えられる。1 つ目としてラットの系統間による差の可能性が考えられる。
ラットのゲノムデータベースに登録されている配列は Brown Norway(BN)系ラット
(BN/SsNHsd/MCwi)から得られたものであり、一般に BN系ラットは他の実験用ラットとは
遺伝的に離れていることが知られている。本研究では Wistar 系ラットを用いて解析を行っ
たので、系統による差である可能性が考えられる。2 つ目の可能性としてデータベースに登
録されている配列が誤っている可能性である。公表されているゲノム DNA データベースの
配列は全ゲノムショットガン法あるいは階層的ゲノムショットガン法によって決定されてい
る。いずれの方法もゲノム DNA を断片化し、断片化されたゲノム DNA の塩基配列を大量
に解読した後、得られた配列をコンピュータを用いて結合していく方法である。これらの方
法はコンピュータを用いて結合していくので、反復配列など類似している配列が多数存在し
ている場合、誤った結果が得られる可能性がある。本研究で対象にしている VDAC1の偽遺
伝子もラットのゲノム上には 18 種類存在していたので、誤って得られた結果がゲノムデー
タベースに登録された可能性もある。 
 本研究において 8 種類の偽遺伝子が組織特異的に RNA として存在していることを確認す
ることができたが、これらが機能を有しているのかということについては未だ明らかとなっ
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ておらず、今後の課題である。今回見出された偽遺伝子が機能を有している場合、どのよう
な機能を有しているのか以下に論じたい。今回、見出された偽遺伝子の機能として大きく 2
つの可能性が考えられる。1つ目は短い未知のタンパク質をコードしている mRNAとして機
能している可能性であり、2つ目は ncRNAとして機能している可能性である。1つ目の可能
性であるが、Fig.2-1で示しているようにいずれの偽遺伝子も VDAC1の全長と類似したタン
パク質はコードしていないと考えられるので、VDAC1 と類似した機能は有していないと考
えられる。しかしながら、VDAC1 の一部の領域と類似した短いタンパク質へと翻訳される
可能性はあるので、VDAC1 とは異なる機能を有するタンパク質をコードしているかもしれ
ない。特に、VDAC1 の N 末側の領域はヘキソキナーゼと相互作用するという報告もあり、
解糖系の調節に関与している可能性も考えられる。また、最近、β-バレル構造を有する、ミ
トコンドリア外膜に存在するタンパク質の C 末側の領域にはβ-シグナルと呼ばれる、ミト
コンドリア外膜への移行シグナルが存在することが示された［6］。しかしながら、N末側の
領域を含むタンパク質はβ-シグナルを有しないと推定されるので、発現した場合はミトコン
ドリアには移行せず細胞質で機能すると考えられる。2 つ目の可能性であるが、まずは 1-3
の項で述べたように元の遺伝子の発現を調節していることが考えられる。また、偽遺伝子は
一種の mRNA 型 ncRNA とも考えられる。この mRNA 型 ncRNA の機能として、これまで
にmRNA型ncRNAの転写により下流に存在する遺伝子への転写因子の結合が阻害されると
いう転写干渉などが知られており［7-9］、偽遺伝子にもこのような機能があるのかもしれな
い。 
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3-4 実験方法 
3-4-1 動物、試薬および器具 
･ ラット： Wistar 系雄性ラット［6週齢］ (日本 SLC) 
･ QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN) 
･ ニトロセルロース膜： PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membrane (GE 
Healthcare) 
･ プライマー (invitrogen) 
･ 修飾酵素および制限酵素 (TaKaRa、NIPPON GENE、TOYOBO、Roche) 
･ 分光光度計： BioSpec-mini (SHIMADZU) 
･ サーマルサイクラー： TaKaRa Thermal Cycler Dice (TaKaRa) 
･ DNAシーケンサー： CEQ 8000 (BECKMAN COULTER) 
 
  その他の試薬は市販特級品を用いた。 
 
3-4-2 ゲノム DNAの単離 
 6週齢の雄性ラットから尾を切り取り、ハサミで破砕した後、proteinase Kを含む緩衝液
に懸濁し、55℃で緩やかに 6時間振盪した。次に、等量のフェノールを加え、緩やかに振盪
した後、遠心分離を行った。続いて、遠心後の上層を新しいチューブに回収し、等量のフェ
ノール/クロロホルムを加え、緩やかに振盪した後、遠心分離を行った。遠心後の上清を新し
いチューブに回収し、エタノール沈殿によりペレットにした。得られたゲノム DNA 試料を
70%エタノールを用いてリンスし、適量の DDWに溶解した後、1％アガロースゲルを用いた
電気泳動に供し、ゲノム DNA試料の品質を確認した。 
 
3-4-3 total RNAの単離 
 6週齢の雄性ラットから 10種類の組織(肝臓、腎臓、心臓、回腸、脳、骨格筋、WAT、BAT、
胸腺、精巣)を摘出し、QIAzol を用いた AGPC 法［10］により各組織から total RNAを単離
した［11］。すなわち、まず、組織片に 10倍量の QIAzol Lysis Reagent を加え、ホモジナ
イズにより組織を破砕した。破砕後、クロロホルムを混合し、遠心分離を行った。遠心後の
上層を新しいチューブに回収し、イソプロパノール沈殿により total RNAをペレットにした。
得られた RNA 試料を 70%エタノールを用いてリンスした後、適量の DDW に溶解し、分光
光度計を用いて定量した。 
 続いて、得られた total RNAの品質を確認するためメチレンブルー染色を行った。すなわ
ち、得られた total RNA 5 µgを 1%変性アガロースゲル電気泳動により分離し、ニトロセル
ロース膜に転写した。その後、ニトロセルロース膜を減圧下で 80℃、2 時間加熱し、RNA
を膜上に固定した。続いて、酢酸で固定した後、メチレンブルーで染色し、RNAを可視化し
た。 
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3-4-4 DNase 処理 
 NIPPON GENE社のプロトコールに準じて、DNaseⅠを用いて各組織の total RNA に混
入している可能性があるゲノムDNAを分解した。分解後、フェノール/クロロホルムを加え、
遠心分離を行った。遠心後の上層を新しいチューブに回収し、エタノール沈殿によりペレッ
トにした。得られた RNA 試料を 70%エタノールを用いてリンスした後、適量の DDW に溶
解し、分光光度計を用いて定量した。 
 
3-4-5 RT-PCR  
 鋳型として DNase 処理を行った各組織の total RNA を、プライマーとして 5 pmol オリ
ゴ dTプライマーまたは 25 pmol ランダムプライマーを用いた。これらを TOYOBO社のプ
ロトコールに準じて、逆転写酵素 ReverTra Ace を用いて逆転写反応を行い、各組織の cDNA
を調製した。 
 続いて、上記のように調製した各組織の cDNA 溶液 1 µl、2 種類の 1 µM プライマー
(Table3-1)、0.2 mM dNTP、1 x ExTaq buffer、DNAポリメラーゼ ExTaq Hot Start Version 
(TaKaRa) 1.25 unit を含む混合液 25 µlを 94℃で 5分間熱変性させた後、94℃を 30秒、Tm  
(Table3-1) を 30秒、72℃を 1分の 3過程を 35回繰り返し、最後に 72℃で 15分間加温し、
急冷した。得られた PCR産物を 1 µl分取し、アガロースゲル電気泳動に供した後、エチジ
ウムブロマイドによる染色を行った。 
 
3-4-6 塩基配列の確認 
 アガロースゲル電気泳動により検出されたバンドを切り出し、フェノールを加えた後、凍
結融解を行い、遠心分離を行った。遠心後の上層を新しいチューブに回収し、フェノール/
クロロホルムを加え、遠心分離を行った。遠心後の上層を新しいチューブに回収し、エタノ
ール沈殿によりペレットにした。得られた試料を 70%エタノールを用いてリンスした後、適
量の TE に溶解した。次に、得られた DNA 断片を NIPPON GENE 社のプロトコールに準
じて、T4 DNA Ligase を用いて pUC19に組込んだ。得られたプラスミドを大腸菌 DH5に
形質転換させた後、単一のコロニーから十分量のプラスミド DNA を得た。続いて、
BECKMAN COULTER社のプロトコールに準じて塩基配列の確認を行った。すなわち、ま
ず、サーマルサイクラーを用いて、DNA断片を増幅した。次に、この DNA断片をエタノー
ル沈殿によりペレットにし、得られたペレットを 70%エタノールによるリンスを 2回行った
後、Sample Loading Solutionに溶解した。続いて、DNAシーケンサーを用いてサンプルの
塩基配列を読み取った。 
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Table 3-1 RT-PCRに用いたプライマー 
 
direction の U、D はそれぞれ上流(Upstream)と下流(Downstream)方向のプライマーとして用いたことを示す 
 
  
gene name
primer
 name
nucleotide seaquence（5'→3'） direction Tm（℃）
GE2228 TCAAGATAGGGTACAAGAGGGAGTTTGA U
GE2229 GGAACAGAGCATAACCTTCTGTCTAACC D
GE2317 AGTCCCAAGTGACCCACAGCAACTTCATAA U
GE2050 TGAAATTCCAGTCCTAAACCAAGCTTGTGG D
GE2053 ATGATGCCATGGAAGACACCTTTAGTCACG U
GE2050 TGAAATTCCAGTCCTAAACCAAGCTTGTGG D
GE2230 GCCCTCAATCCAGGATGCTCTGAG U
GE2231 CCATTTGCAGCCTGGTTCCACACCAAT D
GE2258 CACTGCTGCAGCCATCTCTGCCTGG U
GE2259 CCTGTCTTGATTTTTGCATCTTGCCCCGAG D
GE2335 TCCTCGCCGCAACCTGCGCA U
GE2336 GAACAGGGCGTGGCCATCTGTCT D
GE2058 CTGTGAAAACAAAGTCTGAGAGTCGATTGG U
GE2059 CTCCCAACTCCACCACCAAGTGG D
GE2288 CATAGCTTATGGTGGCGCTATAGACG U
GE2050 TGAAATTCCAGTCCTAAACCAAGCTTGTGG D
GE2287 GCAGAAACAGTTTTAAGAGAGCAAAGTAGG U
GE1978 GGATCCGACAGCAGGGTTCGATGTTCAGGACGTC D
GE2149 TGAATGACCATACAGAATTTCAAGACTCCG U
GE1976 GGATCCTTGAAATCCCAGTTCTAAACCAAGC D
GE2260 TGCCAACAAGGAGATCACCAAGATTAATGAT U
GE2261 CCCAGTCCTTAAAGCAAGCTTGTGG D
GE2151 TGGACTCAGGACTCATGCTCATGG U
GE2050 TGAAATTCCAGTCCTAAACCAAGCTTGTGG D
GE1971 CCATGGAATTTCCTCCACAAGGCCTCAACC U
GE1972 GGATCCTTGACATTCCAGTCGTAAACTAAGC D
GE2226 CAACCCCCGCCGTAGCTGACC U
GE2227 TGAGTGTACCCTAAGCCAATTGAGTAAGCC D
GE830 GAGACCATGGCTGTGCCTCC U
GE2048 AATAGTGGTGCGGATCCAAGAGGAGTCC D
60
60
63
65
64
LOC365635
LOC365821
LOC365825
LOC689527
LOC680901
RGD1565338
62
61
62
RGD1562882
LOC679923
61LOC363956
VDAC1
59
61
60
61
62
62
LOC502027
LOC688752
LOC364772
LOC367953
LOC689430
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第 4 章 総括 
 
これまでに哺乳類のゲノムに VDAC1の偽遺伝子が存在することを示す論文は発表されて
おり、当研究室においても VDAC1 の偽遺伝子が存在することを示唆する知見が得られてい
た。しかしながら、その構造特性や存在様式に関する論文は未だ発表されていない。そこで、
公表された哺乳類のゲノム DNA の配列に基づいてどのような VDAC1 の偽遺伝子がゲノム
上に存在するのか、またそれらのうち転写されている偽遺伝子が存在するのかを明らかにす
ることを目的として以下の解析を行った。本章でこれらの結果について要約し、考察する。 
  
 
4-1 VDAC1の偽遺伝子の存在様式 
本研究において、哺乳類のゲノムデータベースから VDAC1 の偽遺伝子を探索した結果、
ラットでは 18 種類、マウスでは 16 種類、ヒトでは 13 種類の VDAC1 の偽遺伝子が存在す
ることが示された。これらの偽遺伝子の構造について解析を行ったところ、①個々の偽遺伝
子は多くの染色体上に分布している、②いずれもエクソン／イントロン構造が保存されてい
なかったことから、mRNAがレトロトランスポゾンにより逆転写された後、ゲノム DNAに
再度組込まれて生じたプロセス型偽遺伝子である、③元の mRNA の構造を保持しているも
のもあったが、タンパク質の読み枠を保持したものはなく、10以上の断片に分断されている
ものもある、④ヒトの VDAC1 の偽遺伝子は元の mRNA の構造を保持しているものが多か
った、⑤機能している遺伝子のイントロンに存在しているものもあった、などの特性が明ら
かとなった。次に、偽遺伝子や類似性がやや劣る配列が種を超えて保存されているのか比較
したところ、ヒトとげっ歯類の間に保存されている配列はなかった。一方、ラットの偽遺伝
子候補の 4種類のうち 2種類の配列はマウスの VDAC1の偽遺伝子と、またマウスの偽遺伝
子候補の 2 種類の配列のうち 1 種類の配列はラットの VDAC1 の偽遺伝子と、それぞれ
syntenic な関係であった。このことは、これら 3種類も VDAC1の偽遺伝子であること、お
よびこれら 3種類の配列はラットとマウスの分岐前に形成されていたことを示唆している。 
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4-2  VDAC1の偽遺伝子の発現解析 
 これらのうち転写される偽遺伝子が存在するのかを明らかにするため、RT-PCR を行った
ところ、少なくとも 8種類の偽遺伝子が組織特異的に転写されているという興味深い知見が
得られた。しかしながら、これらの偽遺伝子の機能は明らかになっておらず、今後の課題で
ある。今後、3-3 の項で述べた可能性などについて検討を行い、VDAC などの機能遺伝子の
遺伝子発現の調節、あるいは偽遺伝子の新たな機能を明らかにしていきたい。 
 
 近年、転写産物の網羅的な解析からゲノム上のジャンク DNA と考えられていた領域の大
半からも ncRNA が転写されていることが示され、高等な生物ほど ncRNA の種類や転写量
が多い傾向が見られる［1,2］。これまでは RNAは DNAからタンパク質を発現させるための
中間体と考えられてきたが、RNAが直接生命の恒常性に寄与することにより生物の複雑さを
可能にしているのかもしれない。 
今後、偽遺伝子を含む ncRNA の機能を明らかにすることにより複雑な生命現象を理解す
ることにつながると考えられる。現在までに機能を有する偽遺伝子の報告は数多くはないが、
本研究において得られた知見を含めて、より多くの知見が蓄積することにより、未だ謎の多
い偽遺伝子の機能を体系的に理解することにつながっていくと考えられる。 
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